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意 蜂 蜂王 浆 超 氧 化 物 歧 化 酶 的 分 离 纯化 及 部 分 性 质 
BINA, F E AARG K AREA & 


《四川 大 学 生命 科学 学 院 ,成 都 “610064) 


摘要 : 以 意 蜂 Apis mellifera 蜂王 浆 为 材料 ,经 过 硫酸 铵 分 段 盐 析 , DEAE-Sepharose 柱 层 析 和 Sephacryl S-200 SERUT IE, 得 到 纯化 
的 超 氧化 物 歧化 酶 (SO0D), 纯 化 倍数 104.00, 比 活力 53.05 U/mg。 该 SOD 经 SDS-PAGE 显示 单一 蛋白 带 。 温 度 对 该 酶 活力 的 影 
响 较 小 。Cu、Zn、Fe 和 Mn 等 元 素 含量 测定 发 现 该 酶 只 含有 Cu 和 Zn。 酶 经 圆 二 色谱 测定 后 ,其 a 螺旋 .B 折 登 和 无 规则 卷曲 握 
白 构 型 的 含量 分 别 为 26.1%、53.8% 和 22.0%。 等 电 聚 焦 电 泳 测 得 酶 的 等 电 点 为 4.69、4.85 和 5$.01。NR/R 单 向 和 双向 SDS- 
PAGE 表明 该 酶 含有 链 内 二 硫 键 。 氨 基 酸 组 成 分 析 发 现 该 酶 由 约 402 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,其 中 Asp、Gly、Leu、Ala、Glu 和 Val 的 
含量 较 高 。 脲 可 抑制 SOD 活性 ,并 使 其 紫外 光谱 发 生变 化 ,荧光 发 射 峰 强 度 变 小 。 溴 乙酸 (BrAc) 抑 制 酶 的 活力 ,使 其 紫外 光 
谱 发 生变 化 , 荧光 发 射 峰 强度 变 小 。 二 筑 基 苏 糖 醇 (DTT) 使 酶 的 活力 发 生变 化 ,紫外 吸收 峰 增 大 , 荧光 发 射 峰 变 小 
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Isolation: purification and characterization of superoxide dismutase from royal jelly 


of the Italian worker bee. Apis mellifera 

MIN Li-E. LI Jia» LIU Ke-Wu' > JIANG Yan: LIU Xiao- Wen» LIU Xin C College of Life Sciences: Sichuan University: 
Chengdu 610064; China? 

Abstract: After salting out with ammonium sulfate: chromatography with DEAE-Sepharose and Sephacryl S-200. SOD 
was purified from royal jelly of the Italian worker bee: Apis mellifera with purification factor of 104.00; and the specific 
activity 53.05 U/mg proteins. The obtained enzyme showed a single band on SDS-PAGE. The effect of temperature on 
SOD activity was studied: and it was found that the enzyme was very stable. The contents of Cu: Zn: Fe: and Mn was 
also studied: and it was found that the enzyme contained Cu and Zn. Circular dichroism spectrum was investigated and it 
was found that the proportion of o-helix: B-sheet and random coiling form of proteins was 26.196; 53.896 and 22.0% 
respectively. The isoelectric focusing of SOD indicated that pI of the enzyme contained intrachain disulfate bond. The 
amino acid composition was investigated and it was found that the enzyme contained 402 amino acid residues. The enzyme 
had relatively high content of Asp: Gly; Leu» Ala; Glu and Val. Both urea and BrAc could inhibit enzyme activity: lead 
the change of ultraviolet absorption and induce the decrease of fluorescence emission. DTT could lead the change of 
enzyme activity» the increase of ultraviolet absorption and the decrease of fluorescence emission. 


Key words: Apis mellifera; royal jelly; SOD; isolation; purification: biochemical properties 


超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD, ECL. 15.1.1246 — XE 
化 超 氧 阴离子 自由 基 (C0，) 发 生 歧 化 反应 的 金属 酶 。 
根据 所 含 金 属 离子 的 不 同 ,可 将 SOD 分 为 Cu/Zn- 
SOD, Fe-SOD: Mn-SOD( 赵 保 路 , 1999), 最 近 又 发 现 一 
种 Ni-SODCKim et al.,1996; Youn et al. 19962. 8f 
究 表明 ,SOD 能 消除 人 体内 的 超 氧 阴离子 ,对 因 超 氧 
阴离子 引起 的 一 系列 疾病 具有 防治 作用 《William; 
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1997; Arieh et al.» 1998; Vitaly and Tatyana» 2001; 
Kim et al.,2001)， 可 治疗 多 种 炎症 、 上 自身 免疫 性 疾 
病 , 减 轻 缺 血 - 骨 洪 流 损伤 等 ,还 具有 抗 衰老 防止 皮 
肤色 素 沉着 等 作用 。SOD 也 是 药品 饮料、 保健 品 、 
化 妆 品 等 的 添加 剂 。 

Ei 1969 年 Fridovich 等 人 发 现 该 酶 并 阐明 其 生 
物 学 功能 以 后 ,有 关 SOD 在 生物 界 中 的 分 布 及 化 学 
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性 质 的 研究 倍 受 重 视 。 到 目前 为 止 ,国内 外 对 SOD 
的 分 离 纯化 (MeCord and Fridovich,，1969; Antonio et 
al .，1997; Hatzinokolaou et al.» 1997: 曾 利 荣 等 , 1998; 
Liu and Zhang. 1999), #Æ FE Jj B& CRaziye and Leman， 
2001)、 基 因 的 表达 调控 CClaire et ad. ,2001)、 结 构 研 
FC Carmen et al . 2000: Sudha et al. ,2001) 及 其 应 用 
已 有 诸多 报道 。 并 已 从 植物 .动物 .微生物 等 多 种 生 
物 材料 中 分 离 纯化 到 超 氧 化 物 歧化 酶 (Keele et al.» 
1971: Asada et al.» 1975: Edwards et al.» 1998: 
Manuela et al.;20012. SOD 活性 与 动物 生长 阶段 密 
MB. 随 着 生长 阶段 的 变化 ,SOD 活性 会 不 断 降低 
(CAndersen et al.»1997; Inal et ai.,2001)。 但 尚未 见 
蜂王 浆 超 氧化 物 歧化 酶 的 有 关 报 道 。 蜂 王浆 是 蜜蜂 
工蜂 分 泌 的 一 种 多 成 分 的 营养 物质 ,含有 硝 、 锌 和 鳃 
等 多 种 具有 抗 氧化 性 的 微量 元 素 、 多 种 维生素 及 17 
种 氨基 酸 ,但 究 竞 是 哪些 活性 物质 具有 保健 作用 以 
及 如 何 发 挥 作用 ,到 目前 还 没有 统一 的 结论 。 因 此 
研究 蜂王 浆 中 SOD 的 性 质 , 有 助 于 深入 了 解 蜂王 浆 
抗 氧 化 和 防 衰老 等 作用 机 理 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

蜂王 浆 为 意大利 蜜蜂 Apis mellifera 工蜂 的 舌 腺 
和 上 上 显 腺 分 泌 物 , 采 自 成 都 市 郊 。 

邻 葵 三 酚 分 析 纯 为 贵州 遵义 市 第 三 化 工厂 产 
m. REESE British Houses Ltd. 产品 , DEAE- 
Sepharose 和 Sephacryl S-200 7J Pharmacia 产品 , 标准 
4 T ES B 2J Pharmacia 公司 产品 , PA BLEU FH XL 
XI BEER ZJ Fluka P^ f. 尝 乙 酸 (BrAc) 和 二 人 琉 基 苏 
糖 醇 (DTT) 为 国产 分 析 纯 。 其 余 试 剂 均 为 国产 分 析 
纯 。 
1.2 酶 的 分 离 纯化 
1.2.1 酶 活力 的 测定 : 采用 改良 的 邻 葵 三 酚 上 自 氧 
化 法 ( 邓 碧 玉 等 ,1991)。 
1.2.2 和 皇 和 白质 浓度 测定 :采用 Lowy 等 方法 
(1951), URE A AERE. 
1.2.3” 超 氧化 物 歧化 酶 的 分 离 纯 化 : 称 取 SO g 蜂 
王浆 , 按 体 积 比 例 1:1 加 入 0.15 mol/L NaCl 水 溶液 。 
5J3 . DA 18 000 x g4 Ò 20 mine W 40% ~ 9096 
饱和 度 的 盐 析 物 用 少量 pH 7.8,2.5 mmol/L 的 磷酸 
钾 缓 冲 液 溶解 透析 ,用 聚 乙 二 醇 (PEG720000 浓缩 得 
粗 酶 液 。 粗 酶 液 上 DEAE-Sepharose FF 柱 (2.0 cm x 
16 cm), Fd 2.5 mmol/L ~ 0.2 mol/L 的 磷酸 钾 缓 冲 液 





进行 梯度 洗 脱 ,流速 0.25 mL/min. 分 步 收 集 , 每 管 3 
mL。 收 集 酶 活 部 分 , 浓缩 后 上 Sephacryl S-200 ft 
(1.8 cmx 55 cm) ;流速 0.25 mL/min; 分 步 收 集 , 每 管 
2.3 mL。 收 集合 并 SOD 活力 部 分 。 

1.2.4 纯度 鉴定 及 亚 基 相对 分 子 量 测 定 : 参考 何 
忠 效 和 张 树 政 (1999) 及 曾 利 荣 等 (1998) 的 方法 。 
1.3 酶 的 部 分 性 质 研究 

1.3.1 温度 对 酶 活力 的 影响 : 将 酶 分 别 在 10.25. 
40» 55. 70 和 85 CHR 15 min 后 冷却 至 室温 ,再 按 邻 
茶 三 酚 法 测定 酶 活力 。 以 室温 下 测 得 酶 活力 为 
100. 其 余 温度 下 测 得 酶 活力 换算 成 相对 酶 活 。 以 相 
对 酶 活 对 温度 作 图 。 

1.3.2. 酶 的 金属 含量 测定 : 采用 原子 吸收 光谱 仪 
CSpectrAA-220FS) 测 定 酶 液 Cu Zn. Fe 和 Mn 的 含量 。 
1.3.3 酶 的 圆 二 色谱 测定 : 加 二 色谱 测定 采用 
JASCO-500C 型 自动 记录 分 光 偏 振 仪 。 温 度 为 25C, 
扫描 范围 采用 远 紫 外 段 (190 ~ 250 nm), 氨基 酸 的 平 
均 相 对 分 子 质量 取 110。 圆 二 色谱 用 平均 残 基 摩 尔 
柱 圆 度 [0j] 表 示 , 单位 为 度 * 厘 米 ** 分 摩尔 Cdegt eni 
“dmol 1)， 并 按 Cheng 等 (1974) 方 法 计算 蛋白 质 二 
级 结构 中 各 构象 单元 的 相对 含量 。 

1.3.4 等 电 聚 焦 法 测定 酶 的 等 电 点 : SERRA 
《1999) 的 方法 测定 。 安 福 灵 (ampholine) 的 pH 范围 
为 3.5 ~ 10,， 考 马 斯 亮 蓝 R-250 染色 。 

1.3.5 NR/R 3 I8] jUXX [8] SDS-PAGE: (1)NRI/R JH In] 
SDS-PAGE: 在 LaemmliC19702 77 1; KAE fili. EB Jn ee 
进 , 即 两 份 相同 样品 在 室温 下 分 别 经 还 原 ( 含 B- 琉 基 
乙醇 和 非 还 原 ( 不 含 B- 琉 基 乙 醇 ) 处 理 1 hb, 在 同一 
块 胶 上 进行 SDS-PAGEC12962. C22NR/R XXIE) SDS- 
PAGE: 参考 王 洪 容 等 (1995) 的 方法 进行 , 88 — I] 
12% SDS-PAGE(9.5 em x 6.5 em x 1.0 mm 板 胶 ), 第 
一 同 的 样品 处 理 液 为 62.5 mmol/L Tris-HCl. 10% H 
油 ,2% SDS» pH 6.8: 第 二 同 为 12% SDS-PAGE(9.5 
em x 6.5 em x 1.5 mm RR), 第 二 同样 品 处 理 液 为 
在 第 一 问 处 理 液 中 再 加 5% 8B- 统 基 乙 醇 。 两 相 电 沪 
均 采 用 含有 浓缩 腔 和 分 离 胶 的 不 连续 电泳 。 电 泳 结 
束 后 , 考 马 斯 亮 蓝 R-250 染色 。 

1.3.6 氨基 酸 组 成 分 析 : 样品 加 6 mol/L HC] 真空 
封 管 ,110% 水 解 24 h, FH B xr 835-50 型 高 速 氨基 酸 
分 析 仪 测定 。 

1.4 B&K.BrAc 和 DTT 对 超 氧 化 物 歧 化 酶 的 作用 
1.4.1 对 酶 活力 的 影响 : 分 别 将 脲 用 pH 7.6 磷酸 
钾 缓 冲 液 配 成 0.1,0.5,1 和 2 mol/L, BrAc 和 DTT 用 
pH 7.6 磷酸 钾 缓 冲 液 配 成 1. 3. 5 和 7 mmol/L, 加 入 
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BS. 室温 放置 30 min, 恋 性 结束 后 测定 酶 活力 。 
1.4.2 对 酶 的 紫外 光谱 的 影响 : 用 紫外 可 见 分 光 
光度 计 (CUV-VIS TU-1800) 在 200 ~ 600 nm 范围 内 扫 
描 。 分别 测定 不 同 浓度 脲 、BrAc 和 DIT 处 理 后 SOD 
紫外 光谱 变化 。 

1.4.3 对 酶 的 荧光 光谱 的 影响 : 用 荧光 光谱 仪 
(Hitachi FL4500) 测 定 个 同 浓度 脲 、BrAc 和 DTT 处 理 
后 SOD 的 荧光 光谱 变化 。 激 发 波长 为 278 nm, 测定 
ESTE 290 ~ 440 nm 范围 内 的 发 射 光谱 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 超 氧 化 物 歧 化 酶 的 分 离 纯化 及 纯度 鉴定 

超 氧 化 物 歧 化 酶 的 分 离 纯 化 各 步骤 中 酶 活力 、 
纯化 倍数 及 回收 率 见 表 1。 从 表 1 中 可 知 酶 的 比 活 
力 为 53.05, 纯化 倍数 和 回收 率 分 别 为 104.00 和 
2.9896. 


表 1 意大利 窜 蜂 蜂王 浆 过 氧化 物 歧化 酶 的 分 离 纯 化 


Table 1 
Purification steps 
纯化 步骤 
21% Homogenate 
盐 析 《NH )>2SO4 salting out 
DEAE tt Ejf/ DEAE-Sepharose column 


Purification of SOD from royal jelly of the Italian worker bee 


Sephacryl S-200 ft E2 ffr Sephacryl S-200 column 


KS R4 Pr AE gp Mp AEGRO AIT EH RE LES 1. 
由 图 1 可 知 该 酶 在 SDS-PAGE 中 为 单一 蛋白 带 , 根 
据 标 准 蛋 白质 相对 分 子 量 算出 该 酶 的 亚 基 相对 分 子 
质量 为 50 kD。 

M S 
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- Ne 
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图 1 RAHE E SOD 的 SDS-PAGE At 

Fig. 1. SDS-PAGE of purified SOD from royal 
jelly of the Italian worker bee 
S: 样品 Sample; M: IRES TAEA Marker; 1. 牛 血清 白 生 和 白 
Albumin of bovine; 66 kD: 2. MAEA Albumin of egg; 45 kD: 3. Ë 
id — B ENS Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase:36 kD: 4. 
BEESETBE Carbonic anhydrase: 29 kD: 5. 胰 重 白 酶 Trypsinogen; 24 
kD: 6. REAR DR] Trypsin inhibitor, 20.1 kD: 7. wx- 乳 清 蛋白 
a-Lactabumin, 14.2 kD. 


2.2 酶 的 性 质 

SOD 在 40% 保温 15 min, BT TE SE 80% ; 55 7C 
保温 15 min 后 , 酶 活性 保持 6096 EL E ; 709€ RS 15 
min 后 , Eis lE (tr. 2096; 90% (ES 15 min 后 , Bi 
性 全 部 丧失 。 


fk $8 CmL2 总 青白 (img? ANU ERA Umo AEA [a] dr && 962 
Volume Total protein Total activity Specific activity Purification Yield 
76.00 4 321.57 2 204.00 0.51 1.00 100.00 
26.00 265.34 307 .80 1.16 2.27 13.97 

9.00 20.38 138.78 6.81 13.35 6.30 
11.50 1.24 65.78 53.05 104.00 2.98 
根据 原子 吸收 光谱 测定 该 SOD 中 Cu 和 Zn 的 
AE. 
Ei SH 
SOD 的 圆 二 色谱 图 谱 ( 图 2) 显 示 , 在 198 nm 左 
右 有 1 个 明显 的 负 峰 ,206 nm 和 211 nm 处 有 2 个 稍 


小 的 负 峰 。 经 计算 得 o 螺旋 、B 折合 和 无 规则 卷曲 
蛋白 构 型 的 含量 分 别 为 26.1%，53.8% 和 22.096 . 
从 图 3 中 可 以 看 出 , 该 酶 等 电 聚 焦 后 产生 3 条 带 。 
由 等 电 点 标准 曲线 可 计算 该 酶 等 电 点 为 4.69, 4.85 
TI 5.01. 


摩尔 椭圆 度 [0] 
(deg-cm^-dmol h 
un 上 上 e t3 - O = 


1 
ON 


190 200 210 220 230 240 250 


波长 Wavelength (nm) 


图 2 BAKRIT SOD 的 圆 二 色谱 图 谱 
Fig. 2 Circular dichroism spectrum of SOD from royal jelly 
of the Italian worker bee in the 190 ~ 250 nm region 


将 2 份 同一 样品 经 还 原 和 和 非 还 原样 品 处 理 液 处 
理 后 ,进行 NR/R 单 癌 SDS-PAGE。 经 还 原 处 理 的 样 
品 比 未 经 还 原样 品 迁移 距离 小 (图 4), 因此 初步 判 
定 酶 分 子 中 的 二 硫 键 为 分 子 内 二 硫 键 。NR/R 双 癌 
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SDS-PAGE( 图 5), 牛 血清 白 蛋 白 因 含有 数 对 链 内 二 
硫 键 而 位 于 对 角 线 上 方 , 酶 样 位 于 对 角 线 上 方 ,因此 
含 链 内 二 硫 键 。 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 在 第 一 向 中 出 现 两 
条 带 , 而 在 第 二 向 中 出 现 2 个 斑点 。 


4.85 
4.69 5.01 
1 : 





3 意大利 蜜蜂 蜂王 浆 SOD FAREA 
Fig. 3 "The isoelectric focusing of SOD from 
royal jelly of the Italian worker bee 


R NR 
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4 意大利 蜜蜂 蜂王 浆 SOD NRR 单 向 SDS-PAGE 
Fig. 4 Single dimension SDS-PAGE of SOD from 
royal jelly of the Italian worker bee 

R: 还 原样 品 Reductive sample: 
NR: 非 还 原样 品 Non-reductive sample. 


NR SDS-PAGE ———— 


Lo $32 4.5. 85 





R SDS-PAGE 





5 意大利 蜜蜂 蜂王 浆 SOD NR/R 双向 SDS-PAGE 
Fig. 5 NR/R two dimensions SDS-PAGE of SOD 
from royal jelly of the Italian worker bee 

S: 样品 Sample: M: 2r f & fr TE 8 AM Marker: 

1. BEES LBS b Phosphorylase bC94 kD); 2. 牛 自 清白 蛋白 Albumin of 
bovine(67 kD2:3. MÆ H Albumin of egg (43 kD): 4, BEES ET ES 
Carbonic anhydrase (30 kD): 5. He Œ Ei Bi SD B f] Trypsin inhibitor 
(20.1 kD); 6. o JLA Æ A a-LactabuminC 14.4 kD). 


表 2 是 SOD 的 氨基 酸 组 成 结果 , A T 2E UH 
约 402 个 氨基 酸 残 基 , 其 中 Asp、Gly、Leu、Ala、Glu 和 
Val 的 含量 较 高 。 


X2 意大利 寅 蜂 蜂 王浆 过 氧化 物 歧 化 酶 的 氨基 酸 组 成 
Table 2 The amino acid composition of Cu/Zn-SOD 
in royal jelly of the Italian worker bee 


AER BË Content 残 基数 ‖ 氨基 可 含量 Content 残 基数 











Amino acid (mg/g) Residue | Amino acid (mg/g) Residue 
Ásp 0.1548 78 Thr 0.0416 24 
Ser 0.0493 33 | Glu 0.0992 45 
Gly 0.0880 39 Ala 0.0420 34 
GSH 0.0062 2 Val 0.0570 33 
Met 0.0162 7 Ile 0.0424 y 
Leu 0.0762 39 Tyr 0.0376 13 
Fhe 0.0475 18 | Lys 0.0572 4 
His 0.0241 10 Årg 0.0470 17 
Pro 0.0214 12 Trp + s - 


+: 被 HOKE GRE P2 9| The sample was hydrolyzed by HCl and Tip 
was destroyed; so the content of Trp was not detected. 


2.3. 几 种 化 学 物质 对 酶 的 影响 

研究 表明 , 脲 的 加 入 使 酶 活性 显著 降低 。 当 孚 
浓度 为 mol/L 时 , 酶 活性 全 部 丧失 。 由 图 6 可 知 ， 
用 0.1 mol/L 和 0.5 mol/L 的 脲 处 理 酶 时 , 酶 的 最 大 
吸收 值 随 脲 浓 度 增加 而 升 高 ,最 大 吸收 波长 由 262 
nm 红 移 到 263 nm。 当 脲 浓度 为 1 mol/L 和 2 mol/L 
时 , 溪 的 最 大 吸收 值 随 脲 浓度 升 高 而 降低 ,最 大 吸收 
波长 基本 保持 不 变 。 由 图 7 可 知 , SOD 经 不 同 浓度 
的 脲 作用 后 , 随 脲 浓度 的 增加 , 荧光 强度 不 断 变 小 ， 
荧光 形状 也 发 生 了 较 大 的 变化 。SOD 的 最 大 发 射 波 
长 由 未 处 理 前 的 307 nm EH E 302 nms 

不 同 浓 度 BrAc 对 酶 修饰 结果 表明 , 随 着 BrAc 
浓度 的 增 大 , 酶 活性 显著 下 降 , 当 BrAc 浓度 为 1 
mmol/L 时 , 酶 活性 仅 残存 S1%。 由 图 8 可 知 , SOD 
的 最 大 紫外 吸收 波长 为 262 nm, 而 不 是 一 般 蛋白 的 
280 nmo BrAc 的 修饰 对 SOD Jé R IE CASU. ?和 最 
大 吸收 波长 均 有 影响 。 当 用 7 mmol/L f] BrAc 处 理 
后 , Ago. 由 未 处 理 前 的 0.279 降 为 0.193. 1 mmol/L 
的 BrAc 修饰 后 , 酶 的 最 大 吸收 波长 为 261 nm, 而 7 
mmol/L 的 BrAc 修饰 后 , 酶 的 最 大 吸收 波长 变 为 268 
nms 由 图 9 可 知 , 能 被 不 同 浓 度 的 BrAc 处 理 后 , 随 
BrAc 浓度 的 增加 酶 的 最 大 获 光 发 射 波长 基本 不 变 ， 
荧光 强度 则 不 断 变 小 。 

不 同 浓度 DIT 对 酶 活性 的 影响 不 同 。 当 DTT 
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Klo 逐 修 饰 的 意大利 蜜蜂 蜂王 浆 SOD 紫外 光谱 
Fig. 6 UV spectrum of urea-treated SOD from 
royal jelly of the Italian worker bee 
1. 未 加 脲 处 理 Untreated sample: 2.[ Urea] = 0.1 mol/L: 3.[ Urea ] = 
0.5 mol/L; 4.[ Urea] - 1 mol/L: 5.[ Urea] = 2 mol/L. 
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图 7 BRE TERRE ACRI SE SERE TAE SOD 荧光 光谱 
Fig. 7 Fluorescence spectrum of urea-treated SOD 
from royal jelly of the Italian worker bee 
1. 未 加 脲 处 理 Untreated sample: 2.[ Urea] 2 0.1 mol/L; 3.[ Urea] = 
0.5 mol/L; 4.[ Urea] - 1 mol/L: 5.[ Urea] =2 mol/L. 


浓度 较 低 时 , DTT 的 修饰 使 酶 活性 降低 ; 当 DTT 浓 
度 达 5 mmol/L 时 , DTT 的 修饰 使 酶 活性 升 高 。 由 图 
10 可知, 在 DTT 修饰 的 过 程 中 , 酶 的 最 大 吸收 值 随 
DIT 浓度 的 升 高 而 不 断 变 大 , 最 大 吸收 波长 有 几 个 
nm 的 红 移 。 当 DTT 浓度 为 1,3 和 5 mmol/L 时 ,最 大 
吸收 值 分 别 增 至 0.126, 0.277 和 0.437, 最 大 吸收 波 
长 为 267, 273 和 278 nm。 当 DIT 浓度 为 7 mmol/L 
时 ,最 大 吸收 值 继续 增加 ,最 大 吸收 波长 红 移 至 281 
nm. 由 图 11 可知, 不同 浓度 DTI 修饰 SOD 后 , SOD 
的 荧光 强度 发 生 了 明显 变化 。DTT 浓度 为 1 mmol/L 
时 ,荧光 峰 形状 基本 保持 不 变 , 随 着 DTT 浓度 增 大 ， 
荧光 峰 强 度 逐 渐 减 弱 , E OG EE AR (AE SHE. TE 
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图 8 BrAc 修饰 的 意大利 蜜蜂 蜂王 浆 SOD 紫外 光谱 
Fig. 8 UV spectrum of BrAc-treated SOD from 
royal jelly of the Italian worker bee 


1. 未 加 BrAc 处 理 Untreated sample: 2.[ BrAc] = 1 mmol/L: 
3.L BrAc] 2 7 mmol/L. 
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图 9 BrAc 修饰 的 意大利 蜜蜂 蜂 圭 浆 SOD KIT 
Fig. 9 Fluorescence spectrum of BrAc-treated SOD 
from royal jelly of the Italian worker bee 
1. 未 加 BrAc 处 理 Untreated sample: 2.[ BrAc] = 1 mmol/L; 3. 
[BrAc]=3 mmol/L; 4.L BrAc] 2 5 mmol/L; 5.L Brác] 27 mmol/L. 


修饰 过 程 中 , 荧光 峰 的 位 置 发 生 了 几 个 nm 的 红 移 。 
DITEK 7 mmol/L 时 ,SOD 的 交 光 最 大 发 射 波 长 
由 未 处 理 前 的 310 nm 蓝 移 到 307 nme 


3 讨论 


本 研究 利用 DEAE-Sepharose 柱 层 析 和 Sephacryl 
S-200 分 子 得 层 析 的 方法 ,从 蜂王 浆 中 分 离 得 到 电 沪 
纯 的 SOD 酶 制剂 , 比 活 力 为 53.05 U/mg: 相对 分 子 
质量 为 50 kD。 该 方法 与 其 他 分 离 SOD 的 方法 相 
比 ,未 采用 加 热 沉淀 和 有 机 溶剂 分 级 分 离 工 艺 , 条件 
更 温和 ,简单 易 行 , 且 所 获 SOD 比 活 较 高 。 
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图 10 DTT 修饰 的 意大利 蜜蜂 蜂王 桨 SOD ANE 
Fig. 10 UV spectrum of DTT-treated SOD from 
royal jelly of the Italian worker bee 
1. 未 加 DIT 处 理 Untreated sample: 2.L DTT ] = 1 mmol/L; 
3.L DIT] 23 mmol/L: 4.L DTT] 2 5 mmol/L: 5.LDTT] 2 7 mmol/L. 
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图 11 DIT 修饰 的 意大利 蜜蜂 蜂王 桨 SOD 3262618 
Fig. 11 Fluorescence spectrum of DTT-treated SOD 
from royal jelly of the Italian worker bee 
1. 未 加 DIT 处 理 Untreated sample: 2.LDIT] = 1 mmol/L; 3.L DTT] 

- 3 mmol/L; 4.L DTT ] 2 5 mmol/L; 5.L DTT] 2 7 mmol/L. 


金属 含量 测定 结果 表明 , 我 们 所 分 离 的 酶 为 
Cu/Zn-SOD。 不 同 来 源 的 SOD 热 稳 定性 存在 较 大 的 
差异 。Stellwagen 和 Wilgue 《1978) 报 道 Cu/Zn-SOD 
是 热 稳定 性 较 高 的 球 和 蛋白 之 一 。 天 然 态 的 牛 红细胞 
Cu/Zn-SOD 75% FHI 7 min. 其 可 见 ` 紫 外 和 电子 自 
旋 共振 波谱 性 质 不 发 生 改变 , 酶 活性 也 不 下 降 。 对 
构象 融 点 温度 (Tm) 的 测量 表明 该 Cu/Zn-SOD 的 Tm 
为 83% 。 我 们 分 离 的 SOD 热 稳定 性 分 析 表 明 , 其 在 
55% 下 保温 15 min. 残存 62% EORR SE TE TE 70C P f 
温 15 min. 残存 20% 的 酶 活性 。 说 明 从 蜂王 浆 中 分 
EJ Cw/Zn-$SOD 热 稳定 性 不 及 牛 红细胞 Cu/Zn- 


SOD- NR/R 5&9] SDS-PAGE 和 NR/R XX [3] SDS-PAGE 
研究 结果 表明 , 该 SOD 分 子 中 含有 链 内 二 硫 键 ,与 
王 洪 蹇 等 (1995) 的 结果 一 致 。 

该 酶 与 Liu 和 Zhang(1999) 分 离 的 Cu/Zn-SOD 类 
似 ,等 电 聚 焦 后 为 3 条 带 , 根 据 所 测 得 等 电 点 标准 曲 
线 计 算 其 等 电 点 为 4.69, 4.85 和 5.01。 与 文献 中 所 
测 酶 等 电 点 不 完全 一 样 ,可 能 是 因为 亚 基 电荷 的 不 
均一 性 或 亚 基 之 间 的 结合 方式 不 同 所 致 。 

脲 可 以 与 重 白 质 分 子 中 游离 的 氨基 和 羧基 形成 
氧 键 而 破坏 分 子 中 的 朴 水 作用 ,引起 蛋白 质 分 子 结 
构 的 变化 ,从 而 引起 酶 功能 的 变化 。1 mol/L KIAR Ah 
理 SOD 时 , 酶 活力 剩余 不 到 5$0% 。 脲 浓度 为 2 mol/L 
时 , 酶 基本 上 失去 活力 。Stellwagen 和 WilgueC 19782 
研究 牛 红 细胞 Cu/Zn-SOD 结果 表明 , 低 浓度 的 脲 并 
不 能 引起 酶 结构 大 的 变化 ,但 在 8 mol/L 脲 作用 下 ， 
酶 的 圆 二 色谱 图 谱 明显 发 生 改 变 。 从 嗜 热 菌 中 提取 
的 Mn-SOD 在 含有 10 mmol/L EDTA 的 8 mol/L AR, P 
性 pH 条 件 下 仍 很 稳定 ,但 去 除 Mn 后 的 酶 蛋白 就 很 
不 稳定 ,说明 金属 辅 基 对 酶 香 白 的 结构 稳定 性 有 一 
定 作 用 (Andqersen et el .，1997)。 本 实验 中 脲 对 所 分 
离 的 酶 的 稳定 性 影响 不 明显 ,可 能 与 Qu^ 含量 偏 低 
有 关 , 此 外 也 有 可 能 是 因为 不 同 种 属 之 间 酶 的 特异 
性 。 用 脲 修饰 后 , 酶 的 荧光 最 大 发 射 波长 有 轻微 蓝 
移 , 是 由 于 脲 破坏 分 子 中 的 玲 水 作用 而 引起 重 白 质 
分 子 结构 发 生 改 变 , 使 Tyr 所 处 的 环境 发 生 了 较 大 
的 改变 。 脲 修饰 后 酶 的 紫外 吸收 峰 不 断 变 大 , 但 随 
着 脲 浓度 的 增 大 , 紫外 吸收 又 不 断 降 低 。 可 能 0.1 
mol/L 的 脲 就 可 以 引起 酶 结构 的 较 大 改变 ,此 时 酶 结 
构 变 得 较为 松散 , 活性 中 心 也 发 生 了 变化 。 随 着 脲 
浓度 的 增加 , 酶 结构 又 进一步 发 生变 化 ,引起 Tyr 所 
处 的 环境 发 生 改变 。 

在 酸性 条 件 下 , Brae 可 以 修饰 分 子 中 的 组 氮 
酸 。 用 Brac 修饰 后 ,SOD 活性 显著 降低 。 说 明 组 氨 
酸 对 于 维持 SOD 活性 是 必需 的 , 该 实验 与 Raziye 和 
Leman(2001) 的 实验 结果 一 致 。BrAe 修饰 后 酶 的 紫 
外 吸收 强度 降低 ,荣光 光谱 吸收 强度 降低 ,荧光 光谱 
最 大 吸收 峰 的 位 置 和 荧光 发 射 峰 的 形状 并 没有 明显 
的 改变 。 说 明 对 His 的 修饰 能 引起 酶 活性 中 心 的 改 
变 , 并 引起 整个 蛋白 质 分 子 结构 的 变化 ,使 重 白 质 分 
子 结构 更 加 紧密 , 使 Tyr 所 处 的 微 环境 发 生 了 较 大 
的 变化 ,但 微 环境 的 极 性 可 能 没 变 。 

DTT 可 还 原 分 子 中 的 二 硫 键 , 还原 后 酶 活力 、 紫 
外 吸收 光谱 和 荧光 吸收 光谱 都 有 一 定 的 变化 。 低 浓 
度 DTT 抑制 SOD 活力 , 较 高 浓度 的 DTT 激活 SOD 
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活力 。 表 明 还 原 后 形成 的 结构 更 加 有 利于 酶 结构 的 
稳定 。 用 DTT 修饰 后 , 发 射 谱 的 形状 没有 明显 改 
变 ,最 大 发 射 峰 的 位 置 有 所 红 移 。1 mmol/L DTT 修 
饰 后 , 荧光 光谱 的 最 大 发 射 峰 强 度 增加 ,但 随 着 DIT 
浓度 的 增加 , 荧光 发 射 峰 强 度 不 断 降 低 。DTT 修饰 
后 酶 紫外 光谱 吸收 强度 不 断 增加 表明 酶 结构 发 生 了 
部 分 改变 , Tyr 逐渐 由 疏 水 环境 转移 到 极 性 环境 中 。 
荧光 光谱 和 紫外 光谱 分 析 都 说 明了 这 一 点 。 
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